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要 :【 目 的 】 本 研究 旨 在 利用 位 点 特异 性 重组 技术 (FullCoV ) 将 中 华 蜜蜂 Apis cerana cerana 9 x 
膜 蛋白 cDNA 连接 到 pPR3-N 载体 上 ,构建 中 华 窗 峰 幼虫 膜 蛋白 酵母 双 杂 交 cDNA 文库 。【 方 法 】 
提取 2 -3 日 龄 中 华 蜜蜂 工蜂 幼虫 总 RNA; 分 离 mRNA 后 ,在 反 转 录 酶 的 作用 DON X ES 
cDNA 第 1 链 , 并 合成 双 链 cDNA。 在 双 链 cDNA 8] 535m Ea TER 列 的 接头 后 ,通过 FullCoV 
技术 与 载体 pPR3-N 进行 连接 ,然后 将 连接 产物 电 转 化 到 DHIOB 感受 态 细 胞 ， MET eic 
膜 蛋白 酵母 双 杂 交 cDNA 文库 ,并 对 该 文库 插入 片段 大 小 pi à, [25]s8 
FullCoV ARRA 44 3£ T "P 4E 8E E Ah 3 L4 6p BEC Ze DNA 文库 ,经 检测 ,中 华 蜜蜂 幼 Ar 
& BERE cDNA 文库 的 总 库容 量 为 1.5x10" cfu, 文 库 滴 度 为 3 x 10? cfu/mL, 重 组 率 达 到 10096, [2 
论 】 本 研究 利用 FullCoV 技术 成 功 构 建 了 中 华 蜜蜂 幼虫 膜 蛋白 酵母 cDNA 文库 ,为 进一步 探究 感染 
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Construction of a yeast two-hybrid library for membrane proteins of Apis 


cerana cerana ( Hymenoptera: Apidae) larvae 
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Abstract: [ Aim] This study aims to construct the yeast two-hybrid cDNA library for membrane proteins 
of Apis cerana cerana larvae by cloning the larval membrane protein cDNA into pPR3-N using FullCoV 
technique. [Methods] The total RNA was extracted from the 2 —3 day-old worker larvae of A. cerana 
cerana. After mRNA was isolated, the first strand cDNA of membrane protein was synthesized by reverse 
transcriptase, and then the double-stranded cDNA was synthesized. After being added to the 5' end of 
the double-stranded cDNA, the linker with the recombinant sequence was ligated with the vector pPR3-N 
by FullCoV technology. The ligation product was electrotransformed into DH10B competent cells to 
construct the larval membrane protein cDNA library, and the titer of the library and the size of the 
inserted cDNA fragment were examined and verified. [Results] A yeast two-hybrid cDNA library for 
membrane proteins of A. cerana cerana larvae was successfully constructed by the FullCoV technique. 


The library had the capacity of 1.5 x 10" cfu, the titer of 3 x 105 cfu/mL, and the recombination rate of 
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10096. [Conclusion] In this study the yeast two-hybrid cDNA library for membrane proteins of A. cerana 


cerana larvae was successfully constructed using FullCoV technique , which is helpful for the further study 


on the interaction between pathogen infecting A. cerana cerana and host proteins. 


Key words: Apis cerana cerana; cDNA library; titer; yeast two-hybrid; FullCoV technology; protein- 


protein interaction 


在 病毒 感染 宿主 过 程 中 或 宿主 抵抗 病毒 感染 的 
免疫 防御 过 程 中 ,蛋白 间 具 有 极其 重要 的 相互 作用 ， 
且 通 过 研究 蛋白 间 互 作 的 机 制 有 助 于 对 未 知 功能 
因 的 分 析 ( 圳 维 峰 等 , 2009) , 1989 年 Fields 等 首次 
提出 来 的 酵母 双 杂 交 系 统 ( yeast two-hybrid system, 
Y2H) 是 用 来 研究 蛋白 之 间 的 相互 作用 ,该 系统 是 利 
用 诱饵 蛋白 和 猎物 蛋白 相互 作用 的 报告 基因 ,判断 
特定 蛋白 之 间 有 无 相互 作用 (Yanatori et al., 2015 ) 。 
目前 已 成 功用 于 研究 蛋白 的 互 作 , 如 用 在 入 选 猪 外 


















































2016) ,进而 判断 A EAA B 蛋白 之 间 是 否 存在 相 
互 作 用 。 为 此 ,基于 分 离 的 泛 素 介 导 的 DUAL 可 以 
简便 快速 ,特异 地 用 于 检测 膜 蛋白 之 间 的 相互 作用 
( Memi&evic et al., 2015; Cox et al., 2016; Martin et 
al., 2017) ,无 需 核定 位 信号 、 且 泛 素 蛋白 对 具有 相 
互 作用 的 蛋白 的 影响 很 小 ,能 够 在 与 生理 环境 更 相 
似 的 条 件 下 进行 膜 蛋 白 与 膜 蛋白 、 膜 蛋白 与 可 溶性 
蛋白 之 间 相 互 作 用 研究 ( Bashline and Gu, 2014; 
Indriolo and Goring, 2016; Li et al., 2016) 。 此 外 ， 











周 血 单个 核 细胞 cDNA SC PE R , Hc iie 90] 55 RE RU 
ay E2 蛋白 相互 作用 的 17 个 宿主 蛋白 ( 雇 亚 金 等 ， 
2013) ,在 昆虫 痘 病毒 中 利用 酵母 双 杂 交 系 统 确定 
了 辣 病 毒 蛋 白 与 病毒 蛋白 激酶 的 相互 作用 
( Danismazoglu et al., 2018) 等 ,然而 ,在 Y2H 系统 中 
由 于 细胞 核 内 融合 蛋白 通过 相互 作用 而 激活 转录 ， 
蛋白 质 必须 是 可 溶 形 式 的 蛋白 质 ,蛋白 质 相互 作用 
必须 发 生 在 酵母 细胞 核 内 , 膜 蛋 白 之 间 的 互 作 不 适 
AE Y2H 系统 中 进行 研究 (Ivanusic et al., 2015), 
鉴于 此 ,瑞士 Dualsystems Biotech AG 公司 开发 了 基 
于 分 离 的 泛 素 系统 (splitrupiquitin ) 4p SF B5 SR H M 
母 双 杂 交 系 统 (DUAL membrane starter kit) 。 分 离 
的 泛 素 系统 采用 分 子 生物 学 的 手段 可 以 将 泛 素 断裂 
为 两 部 分 : 含 C 端的 部 分 (Cub) MUS N 端的 部 分 
(Nub) ,在 体内 Cub 和 Nub 可 以 自发 结合 ,形成 泛 
素 , 即 断裂 泛 素 (Li et al., 2017) 。 当 泛 素 N 端的 第 
13 位 异 亮 氨 酸 突变 成 甘氨酸 ,在 体内 Cub 和 NubC 
将 不 能 发 生 正确 的 折 革 无 法 重新 形成 泛 素 , 但 是 当 
C 端 和 NN 端 各 自 连接 一 个 已 知 和 蛋白, 大 这 两 个 已 知 
蛋白 之 间 存 在 着 相互 作用 时 ,Cub 和 Nub 又 可 以 发 
生 结 合 重新 形成 断裂 泛 素 (Wang et al., 2004; 
Kittanakom et al., 2009; Yasuyuki et al., 2013; 
Ivanusic et al., 2015) ,利用 泛 素 的 这 一 特点 ,把 蛋白 
A 与 Cub 进行 融合 ,并 在 C 端 再 融合 一 个 转录 因子 
(TF) ,把 蛋白 B 与 Nub 进行 融合 。 如 果 A EAM B 
蛋白 之 间 存 在 相互 作用 ,就 可 以 使 Cub 和 Nub 两 部 
分 重新 正确 折 礁 形成 断裂 泛 素 ,与 Cub 的 C 端 相连 
的 TF 能 够 被 泛 素 特异 性 的 蛋白 酶 识别 而 被 切割 下 
来 进入 细胞 核 内 ,从 而 激活 报告 基因 (Marik et al., 
















































































因为 诱饵 蛋白 和 猎物 蛋白 之 间 的 相互 作用 发 生 在 细 
胞 质 或 细胞 膜 而 不 是 细胞 核 中 ,所 以 它 提 供 了 比 
Y2H 系统 更 多 更 具体 的 受 体 蛋 白 。 目 前 基于 分 离 
的 泛 素 介 导 的 膜 蛋 白 酵 母 双 杂交 技术 已 广泛 用 于 病 
原 体 与 宿主 细胞 受 体 和 蛋白 相互 作用 的 研究 中 ,如 肺 
炎 衣 原 体 CPj0783 蛋白 与 人 Huntingtin-protein14 蛋 
白 互 作 (Snider and Stagljar, 2016) ,痢疾 杆菌 的 IpaC 
蛋白 与 人 胶原 酶 蛋白 互 作 ( Petschnigg et al., 2012) 
等 研究 。 

蜜蜂 为 膜 翅 目 (Hymenoptera ) 蜜蜂 科 ( Apidae ) 
昆虫 的 统称 , 其 中 蜜蜂 属 Apis 的 东方 蜜蜂 Apis 
cerana、 西 方 蜜蜂 Apis mellifera 和 黑 小 蜜蜂 Apis 
andreniformis 等 9 个 蜂 种 对 于 人 类 生产 生活 有 着 重 
要 意义 。 蜜 蜂 作 为 经 济 动 物 , 不 但 为 人 类 提供 丰富 
蜂 产 品 ,而 且 为 虫 媒 植物 授粉 ,对 提高 农作物 产量 和 
质量 起 到 不 可 符 代 的 作用 。 据 统计 ,世界 上 约 三 分 
之 一 的 农作物 依靠 蜜蜂 授粉 ,全 球 昆 虫 授粉 的 经 济 
价值 估计 为 2 120 亿美 元 /年 ,相当 于 世界 农业 生产 
总 值 的 9. 596 ( Tantillo et al., 2015) 。 然 而 近年 来 ， 
EH THERE EI VE WAT ED s P E RE AT BUR 
$ ( Chinese sacbrood virus, CSBV ) 在 全 国 范 围 内 广 
泛 流行 ,已 经 严重 威胁 养 蜂 业 的 发 展 ( 颜 列 和 韩 日 
Wi. 2008; Liu et al., 2010) ,一 旦 发 生 就 会 对 中 蜂 业 
造成 毁灭 性 打击 。CSBV 主要 感染 2 -3 日 龄 的 中 
蜜蜂 Apis cerana cerana 幼虫 ,感染 幼虫 头 部 向 上 
曲 且 形状 特别 尖 , 虫 体 中 聚集 淡 黄 色 或 白色 液体 ， 
病 幼虫 表皮 不 能 晓 去 , 体 色 由 纯 白 色 渐变 为 淡 黄 
,最 后 呈 深 褐色 , 直 致 幼虫 死亡 ;成 年 蜜蜂 感染 虽 
明显 临床 症状 ,但 缩短 蜜蜂 寿命 ,降低 蜜蜂 采 蜜 能 
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力 和 飞翔 能 力 等 (BerEnyi et al., 2006; Ma, 2014) , 


mol/L 乙酸 钠 ,颠倒 混 匀 后 — 807C 放置 15 min 后 , 进 











然而 目前 对 CSBV 致 病 机 理 研 究 和 中 华 蜜蜂 抗 
CSBV 免疫 研究 鲜 有 报道 ,鉴于 此 ,本 研究 构建 了 中 
华 蜜蜂 幼虫 膜 蛋白 酵母 双 杂 交 文 库 , 为 蜂 病毒 致 病 
机 理 和 免疫 机 理 研究 奠定 基础 。 




















1 材料 与 方法 


1.1 供 试 样品 
健康 中 华 蜜蜂 2 -3 日 龄 工蜂 幼虫 收集 于 锦州 
医科 大 学 实验 动物 中 心 养殖 基地 ,该 基地 环境 良好 ， 
蜜源 充足 ,满足 蜜蜂 生活 需求 。 
1.2 主要 试剂 和 仪器 

Oligotex mRNA Kits 购 自 Qiagen; DEPC 水 购 自 
Beyotime; 1 kb Plus DNA Ladder 和 UltraPure Agarose 
购 自 上 海 海 科 生物 ; 各 型 号 Tip 和 离心 管 购 自 
Axygen; Supscript Double Strand cDNA Kit 和 RT 酶 
WA Invitrogen; Trimmer-2 cDNA Normalization Kit JJ 




















自 Evrogen; UltraPure"" Phenol: Chloroform: Isoamyl: 
Alcohol (25:24:1, vAv) 购 自 Sigma; DHIOB RZA 
细胞 购 自 北京 博 迈 德 基因 技术 有 限 公司 。 

超 净 工作 台 和 -80% 超 低温 冰箱 购 自 中 国 海尔 
公司 ; 台式 高 速 冷冻 离心 机 和 移 液 器 购 自 
Eppendorf; PCR 仪 购 自 Bio-Rad; 电 转化 仪 购 自 Bio- 
Rad, 

1.3 总 RNA 提取 

收集 中 华 密 蜂 工 蜂 幼 虫 样本 ,使 用 Trizol 法 提 
取 总 RNA。 加 入 20 mL Trizol, J& 7218/5] ,25?C 放置 
5 min 后 加 入 4 mL 酚 - 氧 仿 ( 酚 : 氧 仿 =1:1，v/v) ， 
振荡 混 匀 ,4%C 12 000 g 离心 10 min。 吸 取 上 清 加 入 
等 量 异 丙 醇 ,振荡 混 匀 后 ,4%C 12 000 g 离心 15 min, 
3i LiB. 7596 乙醇 5 mL 洗涤 2 次 ,风干 后 溶 于 500 
uL DEPC 水 。 对 总 RNA 进行 质量 检测 。 

1.4 mRNA 的 分 离 

细胞 mRNA 的 分 离 按 Oligotex mRNA Kits 的 说 
明 书 进行 。 将 1.3 市 合成 的 总 RNA 转移 到 无 RNA 
酶 的 EP 管 中 ,补足 体积 至 500 wkL, 加 入 等 体积 70%C 
预 热 OBB 混 匀 后 ,70%C 水浴 3 min, 然 后 立即 置 于 
25*C 8$ EE 10 min 后 ,在 等 温 条 件 下 ,14 000 g 离心 2 
min , 弃 去 上 清 。 然 后 加 入 400 pL OW2 重 悬 沉淀 ， 
轻 轻 混 义 ,转移 到 1.5 mL 离心 柱 上 ,14 000 g 离心 1 
min 后 ,将 离心 柱 置 于 新 1.5 mL EP 管内 ,然后 加 入 
100 uL 70% 温浴 的 DEPC 水 ,重复 洗 脱 1 次 后 ,将 
两 次 洗 脱 液 混合 后 加 600 pL 无 水 乙醇 和 60 pL 2 



























































行 离心 沉淀 洗涤、 自然 风干 后 ,加 入 8 pL DEPC 水 
溶解 沉淀 , 取 1 kL 电泳 检测 以 及 测 OD 值 。 
1.5 cDNA 第 1 链 的 合成 

在 0.2 mL 无 RNA 酶 的 小 管 中 将 1.4 节 分 离 得 
到 的 样品 mRNA 补 DEPC 水 体积 至 22.5 pL, 加 入 
3' RT Primer (1. 5 ug/uL) 2 uL 后 ,70C 放置 7 
min ,立即 进行 冰 浴 。 同 时 在 一 个 新 的 0.2 mL 无 
RNA 酶 的 小 管 中 依次 加 入 5 x RT Buffer 10 uL, 水 
5 uL, dNTPs(10 mmol/L) 2.5 uL fI RT Bg 5 uL Ae 
制 cDNA 第 1 链 反 应 体系 ,并 置 于 冰 上 竺 用 ;引物 反 
应 管 温度 降 至 45Y 后 孵育 2 min, DA cDNA 第 1 链 
反应 体系 混 匀 ,避免 产生 气泡 ; 混 匀 后 置 于 50Y RI 
f 60 min。 反 应 产物 移入 新 的 1.5 mL 无 RNA 酶 的 
EP 管 中 , 加 入 糖 原 (20 pg/pL) 1 pL, NH,OAc 
(7. 5 mol/L) 25 uL, 10096 乙醇 187 uL 752) ER], 
-80*C 放置 1h 以 上 。4% 16 000 g 离心 30 min, jj 
上 清 。 加 入 无 RNA 酶 的 70 96 乙醇 130 uL, 16 000 g 
AC ELS 3. min , 弃 去 上 清 ,重复 此 步骤 一 次 。 室 温 干 燥 
cDNA, ,用 66 pL DEPC 水 溶解 沉淀 , 冰 上 放置 备用 。 
1.6 cDNA 第 2 链 的 合成 及 加 5' 接 头 

在 1.5 节 反 应 液 中 依次 加 入 92 pL DEPC 水 ， 
30 uL 5 x Second Strand Buffer, 3 uL dNTPs (10 
mmol/L), 1 uL DNA Ligase (10 U/uL) , 4 uL DNA 
Polymerase I 1 uL RNaseH (2 U/uL) , 165 2 h Jf, 
加 入 T4 DNA Polymerase 2 uL, 16*C 5 min 后 ,加 入 
0.5 mol/L EDTA (pH 8.0) 10 pL, 加 入 酚 : AN: 异 
戊 醇 (25: 24: 1 v/v) 160 uL, TAEZ 30 s; 室 温 
14 000 g 离心 5 min, 小 心 将 上 清 取 到 新 的 离心 管 
中 ,乙醇 沉淀 , 溶 于 34 uL DEPC 水 中 。 

cDNA 第 2 链 合 成 后 ,按照 以 下 反应 体系 加 5 
接头 ,依次 加 入 34 pL cDNA (0.15 pg/pL),5 pL 
10 x T4 Ligase Buffer, 1 pL T4 DNA Ligase (40 U/ 
pL, NEB) fil 10 uL 5' Adapter (1 ug/uL) i6 5]J5i Bt 
于 16% ,孵育 16 «24 h, 加 入 2 pL dNTP (10 mmol/ 
L), 2 uL T4 DNA RAME, 16*C E 20 min, 4E 
1.7 文库 构建 及 其 鉴定 
1.7.1 目的 cDNA 回收 及 其 与 载体 的 连接 : 使 用 
1 和 浓度 的 低 熔 点 琢 脂 糖 胶 将 1 kb 以 上 cDNA 片段 
溶 于 14 pL 的 DEPC。 将 7 pL 的 cDNA 分 别 与 3 pL 
的 经 酶 切 处 理 线性 化 的 pPR3-N ( 膜 蛋 白 酵母 双 杂 
交 ) 载 体 (Biovector ) 混合 ,加 入 5 uL Infusion 重组 
酶 ,以 及 5 uL 2K,185],500C 孵育 1 h。 然 后 在 上 述 
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产物 中 加 入 2 pL 灭 活 的 蛋白 酶 K(proteinase K) ,再 
加 入 78 pL 无 菌 水 ,使 得 总 体积 为 100 pL, 再 依次 
加 入 糖 原 (20 pg/pL) 1 uL, 7.5 mol/L NH,OAc 50 
pL, 100% 乙醇 375 wuL ,混合 均匀 并 置 于 -80%C 1h 
以 上 ,4%C 16 000 g 离心 30 min ,小 心 弃 去 上 清 。 用 
70% 乙醇 洗涤 cDNA 沉淀 ,25C 风干 后 溶 于 10 pL 
DEPC 水 进行 冰 浴 。 
1.7.2 电 转 化 至 DHIOB 感受 态 细胞 : 将 1 mm 电 
THE (Bio-Rad) EF - 807C fii 30 min ,将 电 转 杯 置 
于 冰 上 后 ,加 入 2.5 pL 1.7.1 节 重 组 产物 2.5 pL 
和 50 uL DHIOB 感受 态 细 胞 , 混 匀 后 冰 浴 45 min, 
使 用 电 转 化 仪 (Bio-Rad ) 进行 电击 ,然后 立即 向 电 转 
杯 内 加 入 1 mL 液体 LB, 合并 4 次 转化 的 菌 液 ,用 液 
体 LB 补足 体系 至 5 mL 后 ,将 其 转移 至 新 的 15 mL 
离心 管 中 ， 置 于 37% 225 ~ 250 r/min 振荡 培养 
1h 以 上 。 振 荡 结 束 后 ,将 其 以 10，100,， 1 000 和 
10 000 售 进行 稀释 ,分 别 取 10 kL 涂 于 平板 上 ,剩余 
培养 物 可 4% 冰箱 放置 过 夜 或 加 入 甘油 存 于 - 80% 
冰箱 。 
1.7.3 ”库容 量 及 插入 片段 的 检测 : 将 10 pL 转化 
后 的 菌 液 进行 1 000 倍 稀释 , 取 10 pL RETE 
Amp 的 LB 平板 上 ,12 h 后 进行 计 菌 落 数 。 

库容 量 的 计算 : 文库 滴 度 (cfu/mL) = 平板 上 的 
菌落 数 /10 pL x1 000 倍 x1x10 uL; 总 库容 量 
(cfu) = 文库 滴 度 x 文库 菌 液 总 体积 (mL) 。 

插入 片段 大 小 的 检测 : 挑 取 固 体 平板 上 的 单 
克隆 ,进行 PCR 检测 ,电泳 检测 PCR 产物 的 片段 
大 小 。 





















































2 结果 


2.1 中 华 蜜蜂 工蜂 幼虫 总 RNA 

从 收集 的 中 华 蜜蜂 工蜂 幼虫 体内 提取 的 总 
RNA ,经 1% 甲醛 变性 凝 胶 电 泳 检测 (图 1) ,5S, 18S 
和 28S rRNA 的 条 带 清晰 可 见 ,说 明 所 提取 中 华 蜜 
蜂 幼虫 的 总 RNA 未 降解 。 通 过 核酸 蛋白 检测 仪 测 
定 的 0D;w6/0Dyw 为 1.95，0Dy6/0Dyw 为 1.89， 其 
浓度 为 139.4 ng/L, IHA RNA 样品 纯度 较 高 ， 
可 作为 反 转 录 的 模板 。 
2.2 ”中华 密 蜂 工蜂 幼虫 mRNA 

分 离 得 到 的 中 华 蜜蜂 工蜂 幼虫 mRNA 总 量 为 
5.6 pg, 电 泳 检 测 结 果 如 图 2 所 示 ,mRNA 条 带 清 
晰 ,时 弥散 状 分 布 ,条 带 分 布 均匀 ,完全 满足 建 库 












































1 2 M 
bp 
15000 
1650 
28S 000 
is Si 
SS 200 





图 1 中 华 蜜蜂 工蜂 幼虫 的 总 RNA 
Fig. 1 Total RNA of Apis cerana cerana worker larvae 
1, 2: 样品 总 RNA (Total RNA of sample); M; DNA 分 子 量 标准 


DNA molecular weight marker. 
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图 2 中 华 蜜蜂 工蜂 幼虫 mRNA 
Fig. 2 mRNA of Apis cerana cerana worker larvae 


1: mRNA; M; DNA 分 子 量 标准 DNA molecular weight marker. 








2.3 PERRETE HRS SEES EEBDUU A 3E SC E 

取 文 库 菌 液 10 pL 进行 100 倍 稀释 , 取 10 uL 
涂 于 固体 培养 基 上 ,所 构建 的 cDNA 文库 平板 菌落 
统计 结果 共 长 了 约 300 个 克隆 子 , 如 图 3 所 示 。 经 
计算 ,文库 滴 度 为 3 x 10 cfu/mL。 共 计 5 mL 的 转 
化 后 原始 菌 液 , 则 总 库容 量 为 1.5 x 10" cfu, 
2.4 ”中 华 蜜蜂 工蜂 幼虫 膜 蛋 白 酵母 双 杂 交 cDNA 
文库 重组 率 

随机 挑 取 24 个 阳性 单 克 隆 进 行 PCR 扩 增 , 结 
果 如 图 4 所 示 , 插 入 片段 分 布 均匀 ,从 电泳 图 来 看 ， 
平均 插入 片段 大 于 1 200 bp ,平均 长 度 在 1 500 bp 
左右 ,24 个 单 克 隆 的 PCR 产物 电泳 泳 道 中 无 空白 ， 
因此 文库 的 重组 率 为 100% ,文库 指标 合格 。 
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图 3 中 华 蜜蜂 工蜂 幼虫 膜 蛋白 酵母 双 杂 交 文 库 电 
转化 菌 涂 板 后 的 生长 情况 


Fig. 3 Electroporation bacteria growth after plating of 























yeast two-hybrid library for membrane proteins of 
Apis cerana cerana. worker larvae 
AU LB 固体 培养 基 后 共 长 了 约 300 个 克隆 子 。Approximately 


300 clones were grown in LB solid media. 

















3 讨论 





CSBV 是 当前 危害 中 华 蜜蜂 的 首要 病毒 性 病 
原 , 一 旦 发 生 , 会 给 中 华 蜜蜂 业 带 来 毁灭 性 灾害 ,但 
目前 研究 CSBV 与 宿主 细胞 受 体 蛋白 相互 作用 的 关 
系 及 其 可 能 的 致 病 机 制 仍 不 清楚 ,严重 限制 了 针对 
病毒 人 侵 过 程 来 设计 新 型 抗 病 毒药 物 。 魏 东 
(2017) 曾 构 建 了 中 华 蜜蜂 幼虫 酵母 cDNA 文库 , 利 
用 Y2H 系统 筛选 与 CSBV 互 作 的 宿主 蛋白 ,但 并 没 
有 筛选 到 有 意义 的 膜 蛋 白 。 基 于 此 ,本 研究 利用 基 
于 分 离 的 泛 素 介 导 的 膜 蛋白 酵母 双 杂 交 系 统 构建 了 
中 华 蜜蜂 工蜂 幼虫 的 cDNA 文库 ,为 研究 CSBV 与 
宿主 蛋白 互 作 ,进而 探讨 CSBV 致 病 机 制 等 研究 芮 
定 基 础 。 本 研究 中 提取 的 2 -3 日 龄 中 蜂 工 蜂 幼 虫 
总 RNA 中 5S, 18S 和 28S rRNA 的 条 带 清晰 可 见 ， 
总 RNA 无 降解 , 且 完 整 ,用 核酸 蛋白 检测 仪 测定 的 
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图 4 中华 蜜蜂 工蜂 幼虫 膜 蛋白 酵母 双 杂 交 cDNA 文库 重组 率 及 插入 片 段 鉴定 


Fig. 4 Recombination rate and identification of inserted fragment of yeast two-hybrid cDNA 








library for membrane proteins of Apis cerana cerana worker larvae 


1 -24; cDNA 文库 中 插入 的 片段 Inserted fragment in cDNA library; M; DNA 分 子 量 标准 DNA molecular weight marker. 


OD44,/0D,4,2J 1. 95, 0D4,/0D,4 Jy 1. 89, EKEN 
139. 4 ng/uL, i RNA 样品 纯度 较 高 可 作为 反 转 录 
的 模板 ,mRNA 总 量 为 5.6 pg, mRNA 条 带 清晰 , 呈 
弥散 状 分 布 ,条 带 分 布 均匀 ,质量 合格 , mRNA 的 量 
可 以 满足 建 库 需 要 。 在 此 基础 上 ,本 研究 应 用 同 源 
重组 的 方式 将 合成 的 cDNA 与 经 酶 切 处 理 线性 化 的 
pPR3-N 载体 进行 连接 ,由 于 线性 化 的 DNA. 两 端 与 
基因 组 DNA 的 多 处 序列 具有 同 源 性 (Du et al., 
2015) ,因而 后 续 的 重组 连接 更 准确 。 该 重组 连接 
方法 的 优点 是 步骤 相对 简单 ,克服 了 其 连接 效率 低 
的 缺点 ,从 而 大 大 提高 了 文库 质量 , 且 方 便 今 后 将 该 
文库 样本 构建 到 任何 其 他 载体 上 。 

人 研究 表明 ,人 Homo sapiens CK BR, Rattus norvegicus 、 








小 鼠 Mus musculus 等 动物 样本 基因 数 在 5 x 10^ cfu/ 
mL 左右 ,文库 至 少 100 信和 覆盖 , 即 库容 量 需 要 达到 
5 x 10° cfu/mL 以 上 ;研究 比较 多 的 植物 样本 水 稻 
Oryza sativa 基因 数量 为 人 的 2~3 fe 100 倍 的 
基因 数 , 则 库容 量 需要 达到 1 x 107 efu/mL 以 上 ,所 
以 文库 的 平均 滴 度 在 5 x 10* ~1 x10 cfu/mL 之 间 ， 
则 表明 文库 的 质量 较 好 。 本 研究 中 构建 的 cDNA X 
库 的 库容 达到 了 总 库容 量 为 1.5 x 107 cfu, 且 本 研究 
中 构建 的 文库 具有 很 高 的 重组 率 和 随机 性 ,因此 ,本 
研究 成 功 构建 了 基于 分 离 泛 素 介 导 的 膜 蛋 白 酵 母 双 
杂交 系统 的 中 华 蜜蜂 幼虫 膜 蛋白 cDNA 文库 ,为 进 
一 步 研 究 CSBV 与 宿主 细胞 的 相互 作用 ,阐明 CSBV 
感染 宿主 细胞 的 致 病 机 制 英 定 了 实验 基础 。 
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